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摘要 : 为 建立 快速 有 效 的 蜜蜂 宫 状 幼虫 病 检 疫 方法 , 依据 TaqMan 区 光标 记 探 针 技术 原理 , 针对 蜜蜂 圳 状 幼虫 病 病 
毒 保守 序列 , 设计 出 一 对 特异 性 引物 和 一 条 探 针 , 建立 了 一 种 快速 检测 蜜蜂 宫 状 幼虫 病 病 毒 的 菊 光 PCR 方法 。 该 方 
法 对 蜜蜂 吉 状 幼虫 病 的 检测 具有 较 好 的 特异 性 , 与 蜜蜂 急性 麻 兽 病 病 毒 、 蜜 蜂 慢 性 麻痹 病 病毒 、 蜜 蜂 残 中 病 病毒 和 黑 
蜂王 台 病 病毒 之 间 均 无 交叉 反应 。 检 测 灵敏 度 可 达 1.0 x 10 拷贝 /pL 阳性 质粒 ,可 对 低 病 毒 含 量 的 样品 进行 准确 
检测 。 重 复 性 和 稳定 性 试验 结果 显示 , 变异 系数 为 1.6% , 说 明 该 方法 具有 较 好 的 重复 性 和 稳定 性 。 应 用 该 方法 对 
蜜蜂 及 蜂 制 品 进行 检测 ,结果 显示 所 建立 的 荧光 PCR 检测 方法 4 h 内 即 可 报告 检测 结果 , 该 方法 具有 快速 灵敏 、 特 
异 及 重复 性 好 等 优点 , 适用 于 蜜蜂 及 其 制品 中 蜜蜂 吉 状 幼虫 病 病 毒 的 快速 检疫 。 

关键 词 : 蜜蜂 ; 塞 状 幼虫 病 病毒 ; TaqMan 探 针 ; 奖 光 PCR 检测 ; 检疫 

中 图 分 类 号 : Q965 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2010)08-0920-06 

A real-time TaqMan PCR assay to detect sacbrood virus in honeybee and 


honeybee products 

SONG Zhan-Yun ，WANG Zhen-Guo”’”, FENG Xin’, LIU Jin-Hua , WEI Chun-Yan , CAI Yang ， 
MENG Qing-Feng , ZHOU Liang” (1. Jilin Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau of the People’s 
Republic of China, Changchun 130062, China; 2. Animal Science and Veterinary College, Jilin 
University, Changchun 130062, China; 3. Jilin Agricultural University, Changchun 130062, China) 
Abstract : To establish a rapid and effective quarantine method of the honeybee sacbrood virus disease, we 
developed a real-time RT-PCR assay for detection of bee sacbrood disease using TaqMan probes. A pair of 
specific primers and a probe used in this assay were designed based on a highly conserved region in 
sacbrood bee virus. The assay was shown to be sensitive, detecting less than 1. 0 x 10° copies/ nL, and 
specific for the detection of sacbrood bee virus. Cross-reaction with acute bee paralysis virus, deformed 
wing virus and black queen cell virus was not observed. The coefficient of variation in the stability 
experiments was 1.6%. A reliable diagnostic result can be obtained just within 4 h. The assay proved to be 
a rapid , sensitive, specific and repetitive method for rapid detection of sacbrood bee virus from honeybee 
and honeybee products in quarantine. 
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蜜蜂 塞 状 幼 虫 病 (sacbrood disease ) 是 由 蜜蜂 只 
状 幼 虫 病 病 毒 ( sacbrood virus，SBV ) 引起 的 一 种 对 
蜜蜂 危害 严重 的 病毒 病 。 其 症状 主要 见于 蜜蜂 幼 
虫 , 病毒 在 幼虫 体内 大 量 复制 ， 导 致 幼虫 很 快 死 
亡 , 由 于 上 忠 体 皮下 渗 出 液 增多 , 用 狠 子 夹 出 时 呈现 
典型 的 时 状 , 因此 得 名 。 该 病 最 早 在 1913 年 发 现 ， 
但 直到 1964 年 才 证 实 其 病原 体 为 SBV( Bailey et al.， 
1964) 。 目 前 该 病 已 是 世界 克 围 普 裔 发 生 的 一 种 蜜蜂 
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病毒 病 。SBV 是 类 小 核糖 核酸 病毒 (picornavirus ) ， 
属于 正 链 RNA 病毒 , 病毒 粒子 直径 28 nm, 无 赛 腊 ， 
同形 ( Moore et al., 1985 ) 。 

蜜蜂 囊 状 幼虫 病 过 去 主要 在 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera L. 中 发 生 ,1971 年 在 我 国 的 中 华 蜜蜂 Apis 
cerana cerana F. 和 亚洲 其 他 国家 的 东方 蜜蜂 Apis 
cerana F. 中 先后 又 发 , 疫情 首先 在 广东 省 佛 闪 、 从 
化 增城 等 地 发 生 , 造成 了 巨大 损失 ( 杨 冠 煜 等 ， 
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1979) 。 近 年 来 ,该 病 在 我 国 也 时 第 发 生 ( 许 益 朋 
等 ，1979; 衣 第 卫 等 ,2009 ) , 它 多 流行 于 收 秋 高 温 
季节 ,其 危害 大 传播 快 , 蜂 群 患 病 后 轻 者 影响 蜂 
群 的 繁殖 和 采集 , 重 者 会 造成 全 场 蜂 群 覆 灭 ( Welch 
et dl.，2009) 。 当 发 现 蜂 群 内 有 感染 症状 时 ,已 经 
对 蜂 群 造成 了 很 大 的 危害 , 随后 的 防治 措施 难以 弥 
补 已 造成 的 巨大 损失 , 因此 , 蜜蜂 吉 状 幼虫 病 的 防 
治 重 在 如 何 及 早 发 现 病毒 的 感染 。 在 病毒 的 检测 方 
面 , 传统 病毒 的 分 离 和 形态 观测 需要 繁琐 的 步 又 和 
较 高 的 试验 条 件 。 随 着 分 子 生物 学 的 发 展 , 使 得 利 
用 生物 技术 进行 SBV 的 检测 成 为 可 能 。 本 文 的 目 
的 是 建立 一 种 快速 检测 SBV 的 灾 光 PCR 方法 , 为 
我 国 蜜蜂 夺 状 幼虫 病 的 诊断 、 防 治 、 检 疫 以 及 蜂 产品 
病原 污染 检测 提供 快速 、 准 确 \ 简 便 的 检测 方法 , 为 
有 效 控制 蜜蜂 守 状 幼虫 病 的 传播 降低 蜂蜜 中 药物 
残留 以 及 提高 蜂 产品 质量 提供 技术 保障 。 


1 材料 与 方法 


蜜蜂 陡 状 幼虫 病 病 料 、 蜜 蜂 急性 拷 辛 病 病 料 、 蜜 
蜂 慢性 麻 竭 病 病 料 、 蜜 蜂 残 人 缀 病 病 料 、 黑 蜂王 台 病 病 
料 来 自 吉 林 省 和 辽宁 省 不 同 地 区 40 个 蜂 场 。 蜜 蜂 、 
花粉 颗粒 、 蜂 受 和 蜂王 浆 等 蜂 产 品 购 自 长 春 市 某 蜂 
产品 专卖 店 。 
1.2 仪器 和 试剂 

高 速 冷冻 离心 机 (SICMA 3K30, 德国 西 格 马公 
司 ) ，PCR 扩 增 仪 (Biometra Tgradient-96， 德国 
Biometra 公司 )， 歼 光 定 量 PCR 扩 增 仪 (ABI 
Sequence Detection System 7000 ) 。RNA 提取 试剂 
盒 、RT-PCR 试剂 盒 、TaqHS DNA 聚合 酶 、dNTP、 
pMD18-T、 大 上 肠 杆菌 Kscherichia coli DHS5a、 凝 胺 回 收 
试剂 盒 等 购 自 大 连 TaKaRa 宝生 物 工程 有 限 公 司 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 CenBank 网 站 公布 的 密 蜂 赛 状 幼虫 病 病 毒 
全 基因 组 核 车 酸 序列 (GenBank 登录 号 : AF092924 ) ， 
用 Primer Express 2. 0 软件 设计 出 上 游 引 物 : 5“- 
AAGTTGGAGGCGCGTAATTG-3 和 和 下游 引物 5“- 
AAATGTCTTCTTACTAGAGGTAAGGATTG-3’， 探 针 : 
5S’-FAMCGGAGTGGAAAGATTATCTACAATCCTTACC 
TCTA-3'。 探 针 的 灾 光 标记 选择 FAM 作为 报告 发 光 
基 团 , TAMRA 为 涉 灭 基 团 ， 上述 引物 和 探 针 由 大 连 
TaKaRa 宝生 物 工程 有 限 公 司 合成 。 
1.4 病毒 RNA 的 提取 

病毒 RNA 的 提取 按照 TaKaRa 公司 RNA 提取 
试剂 盒 操作 说 明 书 进行 。 病 毒 样品 RNA 提取 的 起 
始 量 为 1 ~2 头 患 病 蜜蜂 虫 体 ， 提 取 的 RNA 溶 于 
20 AL DEPC 处 理 过 的 双 蒸 水 中 。 


1.5 标准 阳性 模板 的 制备 

提取 好 的 病毒 RNA 样品 按 RT-PCR 试剂 盒 的 
操作 说 明 书 建立 反应 体系 , 混 勺 后 开始 cDNA 链 的 
合成 以 及 后 续 的 PCR 扩 增 过 程 。 具 体 的 反 转 录 和 
PCR 扩 增 条 件 : 首先 65% 反应 10 min, 42% 反应 
90 min, 最 后 99 人 反应 5 min, 完成 反 转 录 过 程 , 然 
后 开始 PCR 扩 增 , 条 件 为 94% 变性 2 min，94Y 变 
性 30 s, 55C 复 性 30 s, 72% 延伸 40 s, 共计 35 个 
循环 , 最 后 72Y 延伸 10 min, 结束 后 置 于 4 保存 。 
取 50 pL RT-PCR 产物 进行 1.5% 琼脂 糖 疼 胶 电 泳 ， 
切 下 含 目的 条 带 的 凝 胶 , 用 凝 胶 回收 试剂 盒 回 收 目 
的 片段 , 与 pMD18-T 载体 连接 , 将 连接 产物 转化 大 
肠 杆 菌 DHSa 感受 态 细胞 ,挑选 阳性 克隆 , 提取 质 
粒 经 测序 分 析 正 确 的 命名 为 pPMD-sbv。 
1.6 实时 荧光 PCR 检测 体系 的 建立 和 优化 

反应 体系 为 25 HL : 10 x 绥 冲 液 2.5 UL， TaqHS 
DNA 聚合 酶 2 U， 上 下 游 引 物 和 标记 探 针 各 1 pL， 
dNTP 2 wuL,， cDNA 3 pL, 以 去 离子 水 补足 25 pL。 在 
ABI 7000 型 灭 光 定量 扩 增 仪 上 进行 扩 增 。 反 应 条 件 
为 94%C 5 min, 93%C 40 s, 55%C 40 s, 72%C 40 s, 共 40 
个 循环 。 应 用 质粒 pMD-sbv 作为 检测 样品 ,对 殉 光 
定量 PCR 反应 体系 中 各 组 分 浓度 和 反应 程序 进行 优 
化 , 特别 是 对 引物 和 探 针 浓度 进行 第 选 ,以 获得 最 低 
的 Cr 值 和 较 高 的 荧光 强度 增加 值 (ARn )。 选 用 
0.4 umol/L, 0.6 pmol/L, 0.8 pmol/L, 1.0 pmol/L 
的 引物 终 浓 度 和 0.4 pmol/L, 0.6 jmolLL 的 探 针 终 
浓度 , 采用 矩阵 法 租 选 引物 和 探 针 的 最 佳 浓度 。 

将 含 目的 基因 的 质粒 pMD-sbv 10 倍 系列 稀释 , 分 
析 得 出 痰 光 定 量 PCR 所 能 检 出 的 最 低 模 板 找 贝 数 。 

为 了 验证 本 检测 方法 的 特异 性 ,以 第 规 方法 提 
取 的 各 病原 核酸 (蜜蜂 急性 麻 阁 病 病 毒 、 蜜 蜂 慢 性 
麻 辛 病 病 毒 、 蜜 蜂 残 嗓 病 病毒 、 黑 蜂王 台 病 病毒 ) 为 
模板 检测 本 方法 的 特异 性 。 
1.8 重复 性 和 稳定 性 试验 

选用 3 个 浓度 的 pMD-sbv 质粒 (1.0 x 10- 拷贝 / 
WL、1.0 x10" 拷 贝 /qL、1.0 x10' 找 贝 /pL) 进行 3 次 
重复 试验 , 通过 对 Cr 值 进行 统计 学 比较 分 析 , 计算 
它们 的 变异 系数 来 评估 本 方法 的 重复 性 和 稳定 性 。 
1.9 样品 检测 结果 

应 用 所 建立 的 殉 光 PCR 方法 , 对 本 局 自 2005 
年 收集 的 来 和 目 吉林 省 和 辽宁 省 不 同 地 区 40 个 蜂 
场 的 阳性 及 疑似 阳性 病 料 进行 检测 ; 同时 ,将 阳 
性 患 病 幼虫 虫 体 勾 浆 后 ， 以 不 同 稀释 倍数 添加 入 
蜜蜂 、 花 粉 颗 粒 、 蜂 胶 和 蜂王 浆 中 作为 模拟 样品 进 
行 检测 。 
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2 结果 


2.1 荧光 PCR 反应 条 件 优化 结果 
用 优化 的 反应 体系 进行 引物 、 探 针 比 例 的 矩阵 
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优化 , 结果 如 图 1 所 示 ,， 当 用 55 退火 ， 上 下 游 引 
物 终 浓度 均 为 0. 8 jymol/L， 探 针 终 浓度 为 
0.6 jmol/L 时 ,能 够 获得 较 小 的 Cr 值 及 最 大 的 
ARn, 扩 增 曲线 明显 , 扩 增 效果 最 好 。 
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图 1 引物 和 换 针 的 不 同 配 比 终 浓度 时 的 扩 增 曲线 


fig.1 Amplification curve of different mixing concentrations of primer and probe 
1: 引物 浓度 Primer concentration: 0.8 pmol/L, 探 针 浓度 Probe concentration : 0.6 pmol/L; 2: 引物 浓度 Primer concentration : 1.0 pmol/L, 探 针 
浓度 Probe concentration: 0.6 jmol/L; 3: 引物 浓度 Primer concentration : 1.0 wmol/L, 探 针 浓度 Probe concentration : 0.4 kmolL; 4: 引物 浓度 
Primer concentration : 0.8 umol/L, 探 针 浓度 Probe concentration : 0.4 umolL; 5$: 引物 浓度 Primer concentration: 0.6 jmol/L, 探 针 浓度 Probe 
concentration: 0.6 jmol/L; 6: 引物 浓度 Primer concentration : 0. 6 pmol/L, 探 针 浓度 Probe concentration: 0.4 pmol/L; 7: 引物 浓度 Primer 
concentration: 0.4 jmol/L， 探 针 浓 度 Probe concentration: 0. 6 jmol/L; 8: 引物 浓度 Primer concentration: 0. 4 pmol/L, 探 针 浓度 Probe 


concentration : 0.4 umol/L. 


2.2 特异 性 试验 结果 

将 提取 的 各 病原 (蜜蜂 降 状 幼虫 病 病 毒 、 蜜 蜂 急 
性 麻 兽 病 病毒 、 蜜 蜂 慢 性 诸 辛 病 病毒 、 蜜 蜂 残 踊 病 病 
毒 、 黑 蜂王 台 病 病毒 ) 的 核酸 用 优化 的 反应 体系 和 反 


可 以 看 出 所 建立 的 方法 可 以 很 好 地 扩 增 蜜蜂 陡 状 幼 
虫 病 病 毒 ， 而 其 他 病原 体 的 曲线 是 平 的 , 可 判 为 阴 
性 。 因 此 , 所 建立 的 获 光 定量 PCR 方法 具有 较 好 的 
特异 性 。 


应 条 件 进行 获 光 实时 PCR 检测 , 结果 如 图 2 所 示 ， 
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图 2 严 光 定量 PCR 特异 性 试验 结 采 
Fig.2 The curve of specificity test of fluorescence quantitative PCR 
1: 蜜蜂 圳 状 幼虫 病 病毒 Sacbrood virus; 2: 蜜蜂 急性 麻 瘟 病 病 毒 Acute bee paralysis virus; 3 : 蜜蜂 慢性 麻 首 病 病 毒 Chronic bee paralysis virus; 4: 
蜜蜂 残 惨 病 病 毒 Deformed wing virus; 5; 黑 蜂王 台 病 病毒 Black queen cell virus. 
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2.3 敏感 性 试验 结果 
将 含 目 的 基因 的 质粒 pMD-sbv 10 倍 系列 稀释 ， 
用 优化 好 的 反应 体系 和 反应 条 件 进行 试验 ， 如 图 3 
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所 示 , 所 建立 的 荧光 PCR 方法 能 检 出 的 最 低 拷 贝 
数 为 1.0 x10- 拷贝 ZuL。 
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图 3 火光 定量 PCR 敏感 性 试验 结果 
Fig.3 The curve of sensibility test of fluorescence quantitative PCR 
1: 1.0x103 拨 贝 /hL(1.0 x10 copies/pL) ; 2; 1.0x10M 拷 贝 /pL(1.0 x10"copies/pL) ;3; 1.0x10? 拷 由 /pL(1.0 x10? copies/pL);4:1.0 
x10’ 拷 贝 /hL(1.0 x107 copies/nL) ;5; 1.0 x104 撕 贝 /pL(1.0 x104 copies/pL); 6; 1.0 x10s 找 贝 /pnL(1.0 x10s copies/pL); 7; 1.0x105 找 
贝 /uL(1.0 x105 copies/pL) ; 8: 1.0x105 找 贝 /pL(1.0 x107 copies/pnL) ; 9; 1.0x10? 拷 贝 /nL(1.0 x10? copies/pL); 10; 1.0 x101! 拷 贝 /pL 


(1.0 x10! copies/pL); 11: 1.0 x10° 找 贝 /pL(1.0 x10° copies/ nL). 


2.4 ”重复 性 和 稳定 性 试验 结果 
用 3 个 浓度 的 pMD-sbv 质粒 (1.0 x10 拷贝 / 
WL、1.0 x10" 拷 贝 /nL、1.0 x10 拷贝 /pL) 进行 检 
测 , 每 个 梯度 3 个 重复 , 结果 表明 Ci 值 的 变异 系数 
小 于 1.6% , 说 明 该 方法 具有 较 好 的 重复 性 和 稳定 
性 , 结果 见 表 1。 
表 1 不 同 浓度 梯度 质粒 pMD-sbv 检测 时 Cr 值 结果 


Table 1 Cvalue in different concentrations of plasmid pMD-sbv 


浓度 (拷贝 /wuL) Concentration (copies/ nL) 


1.0 x105 .0x 10° 1.0 x107 
33.26 30. 16 26. 48 
cr 值 
ie 33. 40 30.47 25.73 
34.44 30. 38 26.32 
变异 系数 (% ) 
CV valve 0.5 1.1 1.6 


2.5 模拟 样品 检测 结果 

应 用 所 建立 的 荧光 PCR 检测 方法 , 对 正常 的 蜜 
蜂 阳 性 和 疑似 阳性 病 料 进行 检测 , 同时 对 模拟 样品 
进行 检测 , 结果 如 图 4 所 示 , 蜜蜂 、 花 粉 颗粒 、 蜂 胶 和 
蜂王 浆 中 添加 阳性 的 患 病 幼 虫 , 匀 浆 虫 体 后 , 也 均 能 
检 出 阳性 , 说 明 本 方法 完全 适用 于 对 蜜蜂 制品 中 
SBV 的 检测 ， 只 是 前 处 理 中 核酸 提取 过 程 稍 有 变化 。 


3 讨论 


蜜蜂 疾病 是 影响 养 蜂 生产 发 展 的 障碍 , 也 是 影 
啊 蜂 产品 产量 和 质量 的 重要 因素 。 原 因 之 一 是 患 病 
蜜蜂 死亡 直接 影响 蜂 群 的 生产 能 力 , 降低 蜂 产品 产 
量 ; 原因 之 二 是 在 防治 蜜蜂 疾病 过 程 中 由 于 用 药 不 
当 , 造成 药物 对 蜂 产 品 的 污染 , 影响 其 质量 。 在 现 
代 养 蜂 生 产 中 , 这 两 方面 因素 普遍 存在 ( 冯 峰 和 魏 
华 珍 , 2007) 。 因 此 , 在 蜜蜂 保护 和 蜜蜂 疾病 防治 
中 , 要 安全 控制 蜜蜂 疾病 , 提高 蜂 产 品质 量 , 必须 
综合 防治 蜜蜂 疾病 。 

SBV 对 外 界 不 良 环 境 的 抵抗 力 不 强 , 在 59 仿 热 
水 中 只 能 生存 10 min, 在 室温 干燥 情况 下 可 以 存活 
3 星期 , 在 病 虫 尸 体 中 可 以 存活 1 个 月 ， 如 果 病 虫 
尸体 腐败 只 能 存活 7 ~ 10 d。 据 资料 报道 , 在 蜂 粮 
中 可 存活 100 ~ 120 d, 残留 在 桌 房 壁 上 的 病毒 夏季 
能 存活 80 ~90 d, 冬天 则 可 存活 90 ~ 100 d, 阳光 直 
射 4~7 h 即 可 被 杀 死 。1999 年 ， Ghosh 等 率先 完成 
了 对 SBV 全 基因 组 测序 工作 , 这 也 是 第 一 个 被 测定 
的 蜜蜂 病毒 全 基因 组 序列 , 为 该 病 的 分 子 诊断 技术 
芮 定 了 基础 ; 2001 年 ，Grabensteiner 等 建立 
了 RT-PCR 诊 断 方法 ;近年 来 ,许多 分 子 生物 学 诊断 
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图 4 样品 检测 结果 


Fig.4 Sample diagnostic results 
1, 3, 6, 13; 蜜蜂 样品 Honeybee samples; 2,7, 11, 14: 花粉 样品 Pollen samples; 5, 8, 10, 15; 蜂胶 样品 Honeybee propolis samples; 4, 9，12 ; 


蜂王 浆 样 品 Royal jelly samples; 16: 空白 对 照 Blank control. 


方法 被 用 于 快速 检测 SBV 及 其 他 蜜蜂 疫病 
( Kukielka and Sanchez-Vizcaino, 2009,; Welch et al., 
2009 ) 。 

本 研究 建立 了 SBV 特异 的 严 光 PCR 检测 方法 ， 
检测 试验 表明 , 该 方法 的 特异 性 、 敏 感性 、 稳 定性 等 
技术 指标 均 能 够 满足 临床 检测 要 求 。 本 人 研究 所 应 用 
的 引物 和 探 针 是 根据 SBV 保守 序列 设计 的 , 检测 灵 
敏 度 达到 可 扩 增 1.0 x10 搁 贝 /pL 阳性 质粒 , 与 常 
规 的 PCR 检测 相 比 ,敏感 性 有 较 大 提高 ( 许 益 鹏 
等 , 2007; 李 明 等 , 2008 ) , 因此 , 该 方法 适用 于 蜜 
蜂 赛 状 幼 虫 病 病 毒 早期 感染 发 生 时 的 低 病 毒 含量 
品 的 检测 ， 同 时 , 也 适用 于 蜜蜂 制品 中 蜜蜂 雷 状 幼 
虫 病 病 毒 污 染 的 检测 。 使 用 本 方法 对 蜜蜂 急性 麻痹 
病 病 毒 、 蜜 蜂 残 经 病 病毒 、 黑 蜂王 台 病 病毒 的 检测 结 
果 呈 阴性 , 无 交叉 反应 。 葡 光 PCR 检测 时 间 仅 需 
约 2 h, 检测 全 过 程 包括 样品 前 处 理 可 在 1 个 工作 
日 内 完成 , 适合 用 于 临床 快速 诊断 。 本 文 所 建立 的 
严 光 PCR 快速 检测 方法 对 模拟 样品 的 检测 结果 显 
示 , 该 方法 不 仅 适 用 于 患 病 蜜蜂 的 检测 ， 同 时 也 适 
用 于 蜂蜜 、 花粉. 蜂胶 和 蜂王 浆 等 蜂 制品 中 SBV 的 
检测 。 该 方法 不 仅 为 蜜蜂 及 相关 蜂 制 品 的 出 入境 检 
疫 提供 了 快速 检疫 依据 ,同时 为 临床 快速 确诊 蜜蜂 
圳 状 幼虫 病 ， 及 早 对 症 治疗 , 减少 因 用 药 不 当 造 成 
的 兽药 残留 超标 提供 技术 文 持 。 
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